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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINER INJIZIERBAREN ARZNEIMITTJiLZUBERErTUNG 



(57) Abstract: The invention relates to a method for producing injectable medicament preparations containing a merapeutically 
^ and/or diagnosticaUy effective substance which is comprised of an active agent, of a spacer molecule and of at least one protein- 
^ binding molecule. After being brought into contact with the body, said therapeutically and/or diagnostically effective substance 
Ifi covalently bonds to the body fluid constituents or tissue constituents via the protein-binding molecule, thus providing a form of 
t£) transport of the active agent mat can be hydrolytically or enzymatically cleaved, according to pH, in the body while releasing the 
>P active agent. 

§ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung injizierbarer Arzneimittelzubereitungen, enthaltend 
eine therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz, die aus einem Wirkstoff , einem Spacermolekiil und wenigstens einem 
Q proteinbindenden Molekiil besteht und nach dem Zusammenbringen mit dem K5rper flber das proteinbindende Molekiil kovalent an 
^ KorperflUssigkeits- oder Gewebebestandteile bindet, so dass eine Transportform des Wirkstoffs vorliegt, derpH-abhangig, hydroly- 
r tisch oder enzymatisch im Korper unter Freisetzung des Wirkstoffs spaltbar ist 
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Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung injizierbarer 
Arzneimittelzubereitungen, enthaltend eine therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz, die aus einem Wirkstoff, einem 
Spacermolekul und wenigstens einem proteinbindenden Molekul besteht und 
nach dem Zusammenbringen mit dem Korper iiber das proteinbindende 
Molekul kovalent an Korperflussigkeits- oder Gewebebestandteile bindet, so 
daB eine Transportform des Wirkstoffs vorliegt, der pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper unter Freisetzung des Wirkstoffs 
spaltbar ist. 

Der GroSteil der zur Zeit eingesetzten Pharmaka sind niedermolekulare 
Verbindungen und weisen nach systemischer Applikation eine hohe Plasma- 
sowie Gesamtclearance auf. Des weiteren dringen sie aufgrund von 
Diffusionsvorgangen in die Gewebestrukturen des Korpers ein und weisen 
in der Regel eine gleichmalSige Bioverteilung auf. Beide Eigenschaften fiihren 
dazu, daS nur geringe Mengen des Pharmakons den Wirkort erreichen und 
das Pharmakon aufgrund seiner Verteilung auf das gesunde Gewebe des 
Korpers Nebenwirkungen hervorruft. Diese Nachteile sind besonders bei 
solchen Pharmaka ausgepragt, die ein hohes zytotoxisches Potential 
besitzen, wie etwa Zytostatika, Immunsuppressiva oder Virostatika. 

Urn die Selektivitat von niedermolekularen Pharmaka zu verbessern, werden 
mehrere Strategien verfolgt, beispielsweise die chemische Derivatisierung 
von Leitstrukturen, die Formulierung als Prodrugs oder die Kopplung der 
Pharmaka an Tragermolekule. Die vorliegende Erfindung geht von solchen 
Konzepten aus, bei denen Pharmaka an korpereigene Makromolekule 
chemisch gebunden wurden. Bekannt sind Konjugate, bei denen im 
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allgemeinen Zytostatika an Serumproteine, vorwiegend an bestimmte 
Tragermolekule wie Humanserumalbumin und Humanserumtransferrin, 
gebunden werden und dann verabreicht werden. Diese bekannten 
Proteinkonjugate werden dadurch hergestellt, daS man ex vivo entweder in 
einem "Eintopfverfahren" das Zytostatikum an das Serumprotein koppelt 
(DE 41 22 210 A1) und das resultierende Albumin-Zytostatikum-Konjugat 
gewinnt oder daft man zunachst das Zytostatikum mit einem geeigneten 
Spacermolekul derivatisiert, das resultierende Produkt isoliert und in einem 
zweiten Schritt das so derivatisierte Zytostatikum uber eine 
Maleinimidgruppe an das Protein koppelt (DE 196 36 889 A1 und PCT/DE 
97/02000) und das resultierende Albumin-Zytostatikum-Konjugat isoliert. 
Beide Verfahren haben den Nachteil, daS Plasmaproteine verwendet 
werden, die pathogene Erreger enthalten konnen. Weitere Nachteile der 
beschriebenen Protein-Wirkstoff-Konjugate sind ihre unbefriedigende 
Stabilitat und Lagerbestandigkeit und der technische Aufwand ihrer 
Herstellung. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, diese Nachteile zu iiberwinden. 
Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zur Herstellung einer 
injizierbaren Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit 
gelost wird, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB als therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksame Substanz eine Verbindung bestehend aus 
einem Wirkstoff und wenigstens einem proteinbindenden Molekiilrest, die 
durch einen Spacer verbunden sind, verwendet wird, worin der Spacer oder 
die Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem Spacer pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaltbar sind. Bei der Spaltung 
wird der Wirkstoff oder ein Derivat des Wirkstoffes freigesetzt. Unter einem 
Wirkstoffderivat werden Substanzen verstanden, die den Wirkstoff 
umfassen, jedoch zusatzlich Teile des Spacers oder der Gruppen, uber die 
der Wirkstoff mit dem proteinbindenden Molekul gebunden war, enthalten 
konnen. Die Wirksamkeit des Wirkstoffs sollte durch seine Freisetzung als 
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Derivat nicht beeintrachtigt werden. Vorzugsweise entfaltet der Wirkstoff 
bzw. dessen Derivat seine Wirksamkeit erst nach der Freisetzung. 

Die Erfindung beruht auf der uberraschenden Feststellung, daB es nicht, wie 
bisher angenommen wurde, notig ist, einen Wirkstoff mit einem bestimmten 
Trager unter definierten Bedingungen zu verbinden und das Produkt zu 
verabreichen, sondern daS es moglich ist, therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanzen, bestehend aus einem 
pharmakologischen Wirkstoff, und wenigstens einem proteinbindenden 
Molekulteil, die durch einen Spacer miteinander verbunden sind, direkt als 
injizierbare Arzneimittel einzusetzen, da diese nach dem Zusammenbringen 
mit dem Korper uber das proteinbindende Molekul kovalent derart an 
Korperflussigkeits- oder Gewebebestandteiie, vorwiegend an Serumproteine, 
binden, da& in vivo eine Transportform des Wirkstoffs gebildet wird, welche 
die Zielzellen bzw. das Zielgewebe des Wirkstoffs erreicht. Da 
erfindungsgemaS bei der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen 
Substanz die Bindung im Spacermolekul oder zwischen dem Wirkstoff und 
dem Spacermolekul pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper 
spaltbar ist, wird der Wirkstoff trotzdem gezielt am gewiinschten Zielort 
freigesetzt. 

ErfindungsgemafS erhaltene injizierbare Arzneimittelzubereitungen von 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen verandern und 
verbessern aufgrund ihrer proteinbindenden Eigenschaften das 
pharmakokinetische Profil der Wirkstoffe entscheidend. Wenn diese 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen in 
Korperflussigkeiten gelangen, binden sie kovalent an Korperflussigkeits- 
oder Gewebebestandteiie, vorzugsweise an Serumproteine, mehr bevorzugt 
an Serumalbumin, um so als makromolekulare Prodrugs vorzuliegen, die den 
Wirkstoff zu dem Zielort transportieren und/oder ihn in einer dosierten Form 
freisetzen. 
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Die erfindungsgemafc erhaltene therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksame Substanz besteht aus einem Wirkstoff W, einem Spacermolekul 
SM und wenigstens einem proteinbindenden Molekul PM mit folgender 
allgemeiner Struktur: 











PM 


w 




SM 





Zusatzlich kann die erfindungsgemafc erhaltene Substanz 
Markierungsgruppen bzw. markierte Elemente oder Molekule aufweisen, 
wobei sich die Substanz dann insbesondere fur diagnostische Zwecke 
eignet. Bevorzugte Marker sind ein oder mehrere Radionuklide, ein oder 
mehrere Radionuklide umfassende Liganden, eine oder mehrere 
Positronenstrahler, ein oder mehrere NMR-Kontrastmittel, ein oder mehrere 
fluoreszierende Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere Kontrastmittel im 
nahen IR-Bereich. 

Ein Diagnostikum im Sinne dieser Erfindung ist beispielsweise ein wie oben 
beschrieben markierter Wirkstoff oder ein oder mehrere fluoreszierende 
Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere Kontrastmittel im nahen IR- 
Bereich. 

Der Wirkstoff ist ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, ein 
Virostatikum, ein Antirheumatikum, ein Analgetikum, ein Antiphlogistikum, 
ein Antibiotikum, ein Antimykotikum, ein Signaltransduktionsinhibitor, ein 
Angiogeneseinhibitor oder ein Proteaseinhibitor. 

Bevorzugte Zytostatika fur die Herstellung von injizierbaren therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksamen Substanzen gemafc der vorliegenden 
Erfindung sind die Anthrazykline Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, 
Idarubicin, Mitoxantron und Ametantron sowie verwandte Derivate, die 
Alkylantien Chlorambucil, Bendamustin, Melphalan und Oxazaphoshorine 
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sowie verwandte Derivate, die Antimetabolite Methotrexat, 5-Fluorouracil, 
5 '-Desoxy-5-fluorouridin und Thioguanin sowie verwandte Derivate, die 
Taxane Paclitaxel und Docetaxel sowie verwandte Derivate, die 
Camptothecine Topotecan, Irinotecan, 9-Aminocamptothecin und 
Camptothecin sowie verwandte Derivate, die Podophyllotoxinderivate 
Etoposid, Teniposid und Mitopodozid sowie verwandte Derivate, die Vinca- 
Alkaloide Vinblastin, Vincristin, Vindesin und Vinorelbin sowie verwandte 
Derivate, die Calicheamicine, die Maytansinoide und eine Verbindung der 
allgemeinen Formel I bis XII: 
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wobei X das Spacermolekul SM oder das proteinbindende Molekiil PM 
bedeutet. 

Bevorzugte Zytokine fur die Herstellung von therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksamen Substanzen der vorliegenden Erfindung sind 
Interleukin 2, Interferon a-2a, Interferon a-2b, Interferon a, Interferon 0- 
1 b, Interferon yA b und verwandte Derivate. Die verwendeten Zytokine sind 
i.d.R. gentechnisch hergestellte Arzneimittel. 

Bevorzugte Immunsuppresiva fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung 
sind Cyclosporin A und verwandte Derivate, sowie Tacrolimus (FK 506) und 
verwandte Derivate. 

Besonders geeignete Antirheumatika fur das Verfahren der vorliegenden 
Erfindung sind Methotrexat und verwandte Derivate. 

Bevorzugte Analgetika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Salicylsaurederivate, wie etwa Acetylsalicylsaure und verwandte Derivate, 
Pharmaka-Derivate, die eine Essig- oder Propionsauregruppe aufweisen, wie 
etwa Diclofenac bzw. Indometacin oder Ibuprofen bzw. Naproxen, und 
Aminophenolderivate, wie etwa Paracetamol. 

Bevorzugte Antimykotika fur Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Amphotericin B und verwandte Derivate. 

Bevorzugte Virostatika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Nukleosidanaloga, wie etwa Aciclovir, Ganciclovir, Idoxuridin, Ribavirin, 
Vidaribin, Zidovudin, Didanosin und 2 ',3 '-Didesoxycytidin (ddC) und 
verwandte Derivate, und Amantadin. 

Bevorzugte Antibiotika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Sulfonamide, wie etwa Sulanilamid, Sulfacarbamid und Sulfametoxydiazin 
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und verwandte Derivate, Penicilline, wie etwa 6-Aminopenicillansaure, 
Penicillin G sowie Penicillin V und verwandte Derivate, Isoxazoylpeniciliine 
(z.B. Oxacillin, Cloxacillin, Flucloxacillin) und verwandte Derivate, a- 
substituierte Benzylpenicilline (z.B. Ampicillin, Carbenicillin, Pivampicillin, 
Amoxicillin) und verwandte Derivate, Acylaminopenicilline (z.B. Mezlocillin, 
Azlociliin, Piperacillin, Apalicillin) und verwandte Derivate, 
Amidinopenicilline, wie etwa Mecillinam, atypische fc-Lactame, wie etwa 
Imipenam und Aztreonam, Cephalosporine, wie etwa Cefalexin, Cefradin, 
Cefaclor, Cefadroxil, Cefixim, Cefpodoxim, Cefazolin, Cefazedon, 
Cefuroxim, Cefamandol, Cefotiam, Cefoxitin, Cefotetan, Cefmetazol, 
Latamoxef, Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftizoxim, Cefmonoxim, Ceftazidim, 
Cefsulodin und Cefoperazon und verwandte Derivate, Tetracycline, wie 
Tetracyclin, Chlortetracyclin, Oxytetracyclin, Demeclocyclin, Rolitetracyclin, 
Doxycyclin und Minocyclin und verwandte Derivate, Chloramphenicole, wie 
etwa Chloramphenicol und Thiamphenicol und verwandte Derivate, 
Gyrasehemmstoffe, wie etwa Nalixidinsaure, Pipemidsaure, Norfloxacin, 
Ofloxacin, Ciprofloxacin und Enoxacin und verwandte Derivate, und 
Tuberkulosemittel, wie etwa Isoniazid und verwandte Derivate. 

Das Spacermolekul SM ist ein organisches Molekiil bestehend aus einer 
aliphatischen Kohlenstoffketteund/odereinemaliphatischenKohlenstoffring 
und/oder mindestens einem Aromaten. Die/der aliphatische 
Kohlenstoffkette/-ring besteht vorzugsweise aus 1-12 Kohlenstoffatomen, 
die teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt sein konnen, und kann 
gegebenenfalls substituiert sein, insbesondere durch eine oder mehrere 
wasserlosliche Gruppen, wie Sulfonsaure-, Aminoalkyl- oder 
Hydroxygruppen. Der Aromat ist vorzugsweise ein Benzolring, der 
gegebenenfalls substituiert sein kann, wie etwa mit den obengenannten 
wasserloslichen Gruppen. Die aliphatische Kohlenstoffkette kann zur 
besseren Wasserloslichkeit Sauerstoffatome enthalten und sich dazu 
zweckmaBig von einer Oligoethylenoxid- oder -propylenoxidkette ableiten, 
z.B. eine Diethylenglycol-,Triethylenglycol- oder Dipropylenglycolkette sein. 
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Das proteinbindende Molekul PM ist vorzugsweise eine Maleinimidgruppe, 
eine Halogenacetamidgruppe, eine Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio- 
Gruppe, eine N-Hydroxysuccinimidester-odereine Isothiocyanat-Gruppe. Es 
kann auch eine Disulfidgruppe, eine Vinylcarbonylgruppe, eine 
Aziridingruppe oder eine Acetylengruppe sein. Die Disulfidgruppe ist 
bevorzugt aktiviert, in der Regel dadurch, dafc eine Thionitrobenzoesaure 
(z.B. 5'-Thio-2-Nitrobenzoesaure) die austauschbare Gruppe darstellt. Die 
Gruppen konnen gegebenenfalls substituiert sein. Die Maleinimid-, 
Pyridyldithio- bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe kann gegebenenfalls 
mit Alkyl oder mit den obengenannten wasserloslichen Gruppen substituiert 
sein. PM besitzt proteinbindende Eigenschaften, d.h. es bindet im 
physiologischen Milieu kovalent an bestimmte Aminosauren auf der 
Proteinoberflache. Dabei reagiert die Maleinimid-, die Halogenacetamid-, die 
Halogenacetat, die Pyridyldithio-Gruppe, die Disulfidgruppe, die 
Vinylcarbonylgruppe, die Aziridingruppe bzw. die Acetylengruppe 
vorzugsweise mit HS-Gruppen von Cysteinen, die N- 
Hydroxysuccinimidester- und Isothiocyanatgruppe reagiert vorzugsweise mit 
der Aminogruppe von Lysinen auf der Proteinoberflache. 

Die durch das Verfahren der vorliegenden Erfindung als injizierbare 
Arzneimittelzubereitung bereitgestellte therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksame Substanz gelangt nach parenteraler Applikation in die Blutbahn 
und kann uber PM an Proteine binden. Bevorzugt erfolgt die Bindung an 
Serumproteine, insbesondere Serumalbumin. Es wurde gefunden, dafc im 
physiologischen Milieu die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame 
Substanz uber die Maleinimid-, Halogenacetamid-, Halogenacetat-, 
Pyridyldithio-Gruppe, die Disulfidgruppe, die Vinylcarbonylgruppe, die 
Aziridingruppe bzw. die Acetylengruppe insbesondere mit dem freien 
Cystein-34 des Albumins reagiert und auf diesem Weg kovalent gebunden 
wird. Pharmakologisch aktive Substanzen mit einer N- 
Hydroxysuccinimidester- bzw. Isothiocyanat-Gruppe binden bevorzugt an 
die e-Aminogruppe von Lysinen auf der Proteinoberflache von Albumin oder 
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anderen Serumproteinen. Serumproteine, wie Albumin oder Transferrin, 
weisen eine ausgesprochen lange Halbwertszeit im systemischen Kreislauf 
auf (bis zu 19 Tagen - Peters, T. Jr. (1985): Serum albumin. Adv. Protein. 
Chem. 37, 161-245). Aufgrund einer erhdhten Permeabilitat von 
Gefafcwanden des malignen, infizierten bzw. entzundeten Gewebes fur 
Makromolekule gelangt Serumalbumin bevorzugt in dieses Zielgewebe 
(Maeda, H.; Matsumura, Y. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. (1989), 6, 
1 93-210). Dadurch kann ein an Albumin gekoppelter Wirkstoff gezielter den 
Wirkort erreichen. Des weiteren verhindert die kovalente Kopplung des 
Wirkstoffs an Serumproteine in der Blutbahn, dafc der Wirkstoff in gesunde 
Gewebestrukturen des Korpers diff undiert oder iiber die Niere eliminiert wird 
bzw. diese in dem Mafte schadigt wie der nicht gebundene Wirkstoff. 
Dadurch wird das pharmakokinetische Profil des Wirkstoffs verandert und 
verbessert, da seine Wirkung durch eine Anreicherung am Wirkort erhoht 
wird und gleichzeitig die toxischen Wirkungen auf gesunde Systeme des 
Korpers verringert werden. 

Die gemafS der vorliegenden Erfindung verwendeten therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksamen Substanzen enthalten im Spacermolekul oder 
zwischen SM und W eine definierte chemische Bindung. Diese Bindung ist 
pH-abhangig, vorzugsweise saurelabil, spaltbar bzw. hydroiytisch spaltbar, 
oder sie enthalt mindestens eine Bindung, die im Korper enzymatisch 
gespalten wird, vorzugsweise eine Peptidbindung. 

Bindungen, die durch Hydrolyse unter Freisetzung des Wirkstoffs gespalten 
werden, sind beispielsweise Esterbindungen oder Metallkomplexbindungen, 
wie sie bei Platin-Dicarboxylat-Komplexen vorliegen, wobei ein 
Diammindiaquo-Platin(ll)-Komplex freigesetzt wird. Die saurelabilen 
spaltbaren Bindungen sind Acetal-, Ketal-, Imin-, Hydrazon, 
Carboxylhydrazon- oder Sulfonylhydrazonbindungen oder cis- 
Aconitylbindungen oder eine Tritylgruppe enthaltende Bindungen, wobei die 
Tritylgruppe substituiert oder nicht substituiert sein kann. Bevorzugte 



WO 00/76551 



PCT/EPOO/05272 



- 10- 

therapeutisch/diagnostisch relevante saurelabile Bindungen sind 
beispielsweise in Kratz et al. (1990) Crit. Rev. Ther. Drug. Car.Sys. 16 (3), 
245-288 beschrieben. Die Peptidsequenz in den realisierten Peptidbindungen 
besteht in der Regel aus etwa 2-30 Aminosauren. Die Peptidsequenz ist 
dabei vorzugsweise auf die Substratspezifitat bestimmter Enzyme, 
nachstehend als Targetenzyme bezeichnet, im Kdrper zugeschnitten, so dafc 
die Peptidsequenz oder ein Teil diese Sequenz von einem Enzym im Korper 
erkannt wird und das Peptid gespalten wird. GemalS einer weiteren. 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung besteht die enzymatisch 
spaltbare Bindung aus einer Bindung, die keine Peptidbindung ist. Beispiele 
sind Carbamatbindungen, die durch' krankheitsspezifische Enzyme, z.B. 
Glutathion-S-Transferasen, Glucuronidasen, Galactosidasen, den Wirkstoff 
oder ein Wirkstoffderivat freisetzen. Es ist auch ohne weiteres moglich, da& 
eine enzymatisch spaltbare Bindung aus einer Peptidsequenz und einer der 
obengenannten Bindungen, die keine Peptidbindung ist, aufgebaut ist. Die 
Targetenzyme konnen sowohl korpereigene Enzyme sein oder Enzyme, die 
in Mikroorganismen vorkommen bzw. von diesen gebildet werden. 

Die Targetenzyme sind in der Regel Proteasen, Serinproteasen, 
Plasminogenaktivatoren und Peptidasen, beispielsweise Matrix- 
Metalloproteasen (MMP) oder Cysteinproteasen, die bei Erkrankungen wie 
rheumatoider Arthritis oder Krebs verstarkt gebildet oder aktiviert sind, was 
zum exzessiven Gewebeabbau, zu Entzundungen und zur Metastasierung 
fuhrt. Targetenzyme sind insbesondere MMP 2, MMP3 und MMP 9, die als 
Proteasen bei den genannten pathologischen Prozessen beteiligt sind 
(Vassalli, J„ Pepper, M.S. (1994), Nature 370, 14-15, Brown, P.D. (1995), 
Advan Enzyme Regul. 35, 291-301). 

Weitere Proteasen, die Targetenzyme fur therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanzen der vorliegenden Erfindung darstellen, 
sind Cathepsine, insbesondere Cathepsin B, H und L, die als 
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Schlusselenzyme bei entzundlichen und malignen Erkrankungen identifiziert 
worden sind. 

Die oben genannten Bindungstypen gewahrleisten, daft der Wirkstoff oder 
ein entsprechend aktives Derivat am Wirkort extrazellular und/oder 
intrazellular nach Aufnahme des Konjugats durch die Zelle freigesetzt wird 
und seine therapeutische und/oder diagnostische Wirkung entfalten kann. 

Die Spaltung kann auch dergestalt ablaufen, dass nicht der Wirkstoff als 
solcher abgespalten wird, sondern ein Derivat des Wirkstoffs. Ein solches 
Derivat enthalt somit den Wirkstoff sowie daran gebundene Gruppen, die 
aus dem Spacermolekiil stammen, je nachdem, an welcher Stelle die 
gewunschte Spaltung erfolgt ist. 

Die im Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendete therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksame Substanz kann gemaS einer der 
untenstehenden allgemeinen Beschreibungen hergestellt werden: 

Wirkstoffe, die eine HOOC-Gruppe besitzen, werden folgenderma&en 
derivatisiert: 

_ _ p 

| W ( — COQH + HO- j SM H"PMl -=S= Qw]— C-O-OOilM] 

Die Veresterung erfolgt dabei durch ubliche Verfahren, die dem Fachmann 
gelaufig sind. 

Es ist weiterhin moglich, die HOOC-Gruppe in eine Hydrazidgruppe zu 
uberfiihren, z.B. durch Umsetzen mit tert.-Alkylcarbazaten und 
anschlieSende Spaltung mit Sauren (beschrieben in DE 196 36 889), und 
das eine Hydrazidgruppe aufweisende Pharmakon mit einem eine 
Carbonylkomponente enthaltenen Spacer, bestehend aus PM und SM, 
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umzusetzen. wie u.a. in DE 196 36 889 A1 bzw. PCT/DE 97/02000 
beschrieben ist: 

O O OR 
| W | — C-NH-NH; + R— C- 4~SM~l - rPMl =^ | W [ — C— NH— N~C 1 SM KPMI 

5 

R = H, Alkyl, Phenyl, substiluiertes Phenyl 

Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine H 2 N-Gruppe besitzen, 
werden folgendermafcen derivatisiert: 

O __ R 

io LwJ-nh, + r— c h sm HpmI ^ fwT — "=c- l SM H~pm1 

R = H, Alkyl, Phenyl, substituiertes Phenyl 

Die Reaktion zu den Iminderivaten erfolgt dabei durch ubliche Verfahren, die 
dem Fachmann gelaufig sind. 

15 Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine HO-Gruppe besitzen, werden 
foigendermaSen derivatisiert: 

o p 
| w |— oh + ho — c— T~sm" [ ~ Tpm1 = | w I — O — C — I SM H ~pm] 

20 Die Veresterung erfolgt dabei durch ubliche Verfahren, die dem Fachmann 
gelaufig sind. 

Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine Carbonylkomponente 
besitzen, werden folgendermaBen derivatisiert: 

25 

E-cro + H 2 N-NH-c'-f-SM3{PM]^r [Jw^-Ln-nh^ H^H pm] 

| o z 0 

L*LH=° + h 3 n-nh4|-OmIKpM]— C^C= N -nh4'-^M-Kpm] 
o U 
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z z 

| W |— C-0 + H-.N-NH — I SM HPM| =^ | W [ — C~N — NH 1 SM \JPM] 

I W [ — (Up + H 2 N — | SM K^ =Qw3-C-N H~SKr>f^ 

2 = chemische Gruppe des Wirkstoffs 

Die Umsetzung zu den Carboxyhydrazon-, Suifonylhydrazon-, Hydrazon- 
bzw. Iminderivaten erfolgt dabei gemaS Verfahren, die u.a. in DE 196 36 
889 A1 bzw. PCT/DE 97/02000 beschrieben sind, oder durch ubliche 
Vertahren, die dem Fachmann geiaufig sind. 

Es ist weiterhin mdglich, eine HO-Gruppe oder eine NH 2 -Gruppe eines 
Wirkstoffs in eine Carbonylkomponente zu iiberfuhren, z.B. durch 
Veresterung bzw. Amidbildung mit einer Carbonsaure-tragenden 
Carbonylkomponente gemafc folgender allgemeiner Forme!: 

pWl-OH + HO-C-R-cf ^=r [wJ-O-C-R-C^ 

wobei R eine aliphatische Kohlenstoffkette und/oder ein aliphatischer 
Kohlenstoffring und/oder ein Aromat und = H, Alkyl-, Phenyl- oder eine 
substituierte Phenylgruppe ist. R besteht in der Regel aus 1 bis 12 
Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls substituiert sein konnen, z.B. durch 
wasserlosliche Gruppen, wie Sulfonsaure-, Aminoalkyl- oder 
Hydroxygruppen. Der Aromat ist in der Regel ein Benzolring, der 
gegebenenfalls substituiert sein kann, wie etwa mit den oben genannten 
wasserloslichen Gruppen. 
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Die Carbonylkomponente kann des Weiteren durch andere chemische 
Reaktionen eingefuhrt werden, so z.B. durch eine elektrophile Substitution 
an der HO- oder NH 2 -Gruppe des Wirkstoffs mit einer geeigneten 
Carbonylkomponente. 

Die so derivatisierten Wirkstoffe, die nun eine Carbonylkomponente 
besitzen, werden analog zu den oben beschriebenen Verfahren mit den 
proteinbindenden Spacermolekulen, die eine Amino-, Hydrazid- oder 
Hydrazingruppe besitzen, zu den entsprechenden Carboxylhydrazon-, 
Sulfonylhydrazon-, Hydrazon-bzw. Iminderivaten umgesetzt. Diesaurelabile 
Spaltung dieser Bindungen fuhrt demnach zu einer Freisetzung des 
derivatisierten Wirkstoffs, der eine Carbonylkomponente besitzt. 

Die Spacer, die aus dem proteinbindenden Molekul PM und dem 
Spacermolekul SM bestehen, konnen z.B. gemaS Verfahren, die u.a. in DE 
196 36 889 A1, U. Beyer et al. Chemical Monthly, 725, 91, 1997, R.S. 
Greenfield et al, Cancer Res., 50, 6600, 1990, T. Kaneko et al., 
Bioconjugate Chem., 2, 133, 1991, Bioconjugate Techniques, G.T. 
Hermanson, Academic Press, 1996 oder in US-Patent 4,251,445 
beschrieben sind, hergestellt werden. 

Therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen fur die 
vorliegende Erfindung, die eine Peptidbindung enthalten, konnen dadurch 
hergestellt werden, dafc ein Peptid, das aus 2 bis etwa 30 Aminosauren 
besteht, mit einer proteinbindenden Verbindung umgesetzt wird, so daS ein 
proteinbindendes Molekul direkt oder uber ein Spacermolekul SM am N- 
terminafen Ende des Peptids eingefuhrt wird. Die Synthese von solchen 
proteinbindenden Peptidderivaten erfolgt vorzugsweise durch eine dem 
Fachmann gelaufige Festphasensynthese, wobei im letzten Schritt des 
Peptidauf baus ein Carbonsaure tragendes proteinbindendes Spacermolekul, 
z.B. eine Maleinimidocarbonsaure, durch Peptidkopplung an das N-terminale 
ende des Peptids gebunden und das proteinbindende Peptid im Anschluss 
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von der Festphase abgespalten wird. Die so erhaltenen Peptidderivate 
konnen mit einem Wirkstoff, der eine H 2 N- oder HO-Gruppe besitzt, in der 
Gegenwart eines Kondensationsmittels, wie zum Beispiel N,N '- 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)- 
carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat (CMC), (Benzotriazol-1-yloxy)- 
trispyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (pyBOP) Oder O-Benzotriazol- 
N,N,N',N'-tetramethyIuroniumhexafluorophosphat und gegebenenfalls unter 
Zusatz von N-Hydroxysuccinimid oder eines wasserloslichen N- 
Hydroxysuccinimids, wie etwa N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure 
Natriumsalz oder 1 -Hydroxybenzotriazol und/oder in Gegenwart einer Base, 
wie z.B. N-Methylmorpholin oder Triethylamin, zu den entsprechenden 
proteinbindenden Wirkstoff-Peptidderivaten umgesetzt werden: 

_ 0 

I w | — nh, + Hooc- fPeptidH SM hfPMl = nh-c — |Peptid| -nPi£MJ 

_ o 
I W I -™, * Hooc ^PeptidH gM] — I W \ -m-c — |PeptidH ?M] 

I w t -° H + hooc HPeptidl -fWl-TPMl [W}-o—c — |Peptid KWTfPMl 

o 

I w I OH ♦ hooc - jPeptidH Sl — | W } — o— c — iPeptidKPMl^ 



Es ist weiterhin moglich, iiber die HOOC-Gruppe der Wirkstoffe eine H 2 N- 
oder HO-Gruppe einzufuhren, beispielsweise durch Derivatisierung mit den 
Aminosauren (AS) Lysin, Serin oder Threonin iiber deren or-Aminogruppe 
oder iiber die o-Aminogruppe mit einer Diaminoverbindung der aligemeinen 
Formel H 2 N— (CH 2 ) n — NH 2 oder mit einem Alkoholamin der aligemeinen 
Formel H 2 N-(CH 2 ) n -OH mit n = 1-12, und diese Derivate im AnschluS mit 
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den oben genannten Peptidderivaten zu den entsprechenden 
proteinbindenden Wirkstoff-Peptidderivaten umzusetzen: 

|~^-]-§-NH-(CH 2 ) n -NH 2 + HOOC-jPeptidj-l SM |-[pm] 
Oder -OH 

O O 

= [j/jT}— C— NH — (CH 2 ) n -NH-C— {PeptidJ- 




oder -O- 



Die Substratspezifitat von Targetenzymen, wie etwa von MMP 2, MMP3, 
MMP 9, Cathepsin B, H und L, ist bekannt (Netzel-Arnett et al. (1993), 
Biochemistry 32, 6427-6432, Shuja, S., Sheahan, K. f Murname, M.J. 
(1991) , Int. J. Cancer 49, 341-346, Lah, T.T., Kos, J. (1998), Biol. Chem. 
379, 125-130). 

Beispielsweise sind Octapeptide (P 4 - P' 4 ) fur MMP 2 und MMP 9 
identifiziert worden, welche die Spaltsequenz der Kollagenkette simulieren, 
und besonders effizient von MMP 2 und 9 gespalten werden: 
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Peptid 

P 4 P 3 P 2 P, P'i P' 2 P' 3 P\ 

Gly-Pro-Leu-Gly-lle-Ala-Gly-GIn 
Gly-Pro-Gln-Gly-lle-Trp-Gly-GIn 

(Netzel-Arnett et al., Biochemistry 32, 1993, 6427-6432). 

Die Peptide werden ausschlie&lich an der P, - P' r Bindung enzymatisch 
gespalten. 

Desweiteren sind bei Cathepsin B substratspezifische Dipeptide bekanntmit 
der Sequenz -Arg-Arg-, -Phe-Lys-, Gly-Phe-Leu-Gly, Gly-Phe-Ala-Leu oder 
Ala-Leu-Ala-Leu (Werle, B., Ebert, E. f Klein, W., Spiess, E. (1995), Biol. 
Chem. Hoppe-Seyler376, 1 57-1 64; Ulricht, B., Spiess, E., Schwartz-Albiez, 
R., Ebert, W. (1995), Biol. Chem. Hoppe-Seyler 376, 404-414). 

Die Peptidsequenz, welche die fur das Targetenzym relevante 
Peptidsollbruchstelle enthalt, kann auch so aufgebaut sein, da(S die 
Peptidsollbruchstelle mehrfach wiederholt wird, wie beispielsweise durch: 

-Gly-Pro-Leu-Gly-lle-Ala-Gly-Gln-Gly-Pro-Leu-Gly-lle-Ala-Gly-GIn 
oder 

-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys- 

oder es kann eine repetitive Peptidsequenz integriert werden, die den 
Abstand zwischen dem proteinbindenden Molekul und der relevanten 
Peptidsollbruchstelle vergroBert, wie beispielsweise durch: 



-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-GIy-Gly-Gly-Phe-Lys-Phe-Lys- 
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Entscheidend fur die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen 
Substanzen zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung ist die Tatsache, 
da& die fur das jeweiiige Targetenzym relevante Peptidsollbruchstelle 
mindestens einmal in einem Oiigopeptid vorkommt. Die oben aufgefuhrten 
Oligopeptide sind representative Beispiele fur die Herstellung von 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen. 

Therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen fur die 
vorliegende Erfindung, die ein Zytokin enthalten, konnen dadurch hergestellt 
werden, date das Zytokin mit einem eine proteinbindende Gruppe 
enthaltenen Spacermolekul, das eine Carbonsaure oder eine aktivierte 
Carbonsaure aufweist, umgesetzt wird: 




Weist das Spacermolekul eine N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe (N- 
Hydroxysuccinimid oder N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure Natriumsalz) 
auf, wird es direkt mitdem Zytokin umgesetzt. Die Umsetzung des Zytokins 
mit einem eine proteinbindenden Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das 
eine Carbonsaure aufweist, erfolgt in der Gegenwart eines 
Kondensationsmittels, wie zum Beispiel. N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid 
(DCC) oder N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p- 
toluolsulfonat (CMC), und gegebenenfalls unter Zusatz von N- 
Hydroxysuccinimid oder N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure Natriumsalz, 
zu den entsprechenden proteinbindenden Zytokinderivaten. Die Aufreinigung 
der so derivatisierten Zytokine erfolgt zweckmaBig mit Hilfe der 
Ausschlu&chromatographie. Die oben beschriebenen Umsetzungen sind dem 
Fachmann gelaufig (Bioconjugate Techniques, G.T. Hermanson, Academic 
Press, 1996). 
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lm AnschluB an die Synthese der therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksamen Substanz wird eine injizierbare Arzneimittelzubereitung, 
enthaltend die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz, in 
einer geeigneten Tragerflussigkeit hergestellt. Die therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz liegt bevorzugt als Lyophilisat vor, wobei 
vor oder nach dem Lyophilisieren ubiiche Trager und/oder pharmazeutische 
Hilfsstoffe, wie etwa Polysorbate, Glucose, Lactose, Mannose, 
Citronensaure, Tromethamol, Triethanoiamin oder Aminoessigsaure 
beigefugt sein konnen. Die injizierbare Arzneimittelzubereitung muft so 
hergestellt werden, daG das proteinbindende Molekiil durch das Losen in der 
injizierbaren Tragerflussigkeit nicht deaktiviert, abgespalten oder hydrolysiert 
wird. Weiterhin muB gewahrleistet werden, daft die saurelabile Bindung in 
der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz, die eine 
Ester-, Acetal-, Ketal-, Imin-, Hydrazon, Carboxylhydrazon- oder 
Suifonylhydrazonbindung ist, nicht hydrolysiert wird. Die im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung verwendeten proteinbindenden Molekule sind 
basenempfindlich, so dafc der pH-Wert der Tragerflussigkeit einen pH-Wert 
von 8,0 nicht iiberschreiten soli. Bevorzugt liegt der pH-Wert im Bereich von 
pH 4,0-7,0, mehr bevorzugt zwischen pH 6,0 und pH 7,0. AuBerdem muS 
die Tragerflussigkeit naturlich physiologisch vertraglich sein. 

Bevorzugte Tragerflussigkeiten sind annahernd isotonische Salzpuffer, z.B. 
Phosphat-, Acetat- oder Citratpuffer, wie etwa, 0.004 M Natriumphosphat, 
0.15 M NaCI - pH 6,0-7,0 oder 0.01 M Natriumacetat, 0.14 M NaCI - pH 
5,0-6,5). Die verwendete Tragerflussigkeit kann auch eine isotonische 
Natriumchloridlosung sein. Die Salzpuffer konnen ubiiche Trager und/oder 
Hilfsstoffe, wie etwa Polysorbate, Glucose, Lactose, Mannose, 
Citronensaure, Tromethamol, Triethanoiamin oder Aminoessigsaure 
enthalten. 

Die Loslichkeit der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz 
in der injizierbaren Tragerflussigkeit kann durch pharmazeutische 
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Losungsmittel, wie etwa Ethanol, Isopropanol, 1 ,2-Propylenglykol, Glycerol, 
Macrogole, Polyethylenglykole bzw. Polyethylenoxide oder durch 
Losungsvermittler, z.B. Tween, Cremophor oder Polyvinylpyrrolidon, 
verbessert werden. Zu diesem Zweck wird die therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz entweder in dem pharmazeutischen 
Losungsmittel bzw. Losungsvermittler gelost und anschlieSend mit einem 
Salzpuffer verdiinnt oder eine Tragerfliissigkeit, enthaltend den Salzpuffer 
und mindestens ein pharmazeutisches Losungsmittel bzw. 
Losungsvermittler, wird zum Losen der therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksamen Substanz direkt verwendet. Die Konzentration der 
pharmazeutischen Losungsmittel bzw. Losungsvermittler uberschreiten 
dabei nicht die Mengen, die vom Arzneimittelgesetz (AMG) vorgeschrieben 
sind. 

Vorzugsweise sollte die Tragerfliissigkeit so ausgewahlt werden, daB der 
Losevorgang der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz 
in der Tragerfliissigkeit nach wenigen Minuten abgeschlossen ist, so dafc 
eine injizierbare Arzneimittelzubereitung am Krankenbett zur Verfiigung 
gestellt wird. 

Es kann auch zusatzlich ein Tragermolekul, wie etwa eines der eingangs 
genannten, mit der wirksamen Substanz in Kontakt gebracht werden, wobei 
die wirksame Substanz in der Lage ist, an dieses Tragermolekul zu binden. 
GemalS einer weiteren Ausfuhrungsform umfafct die vorliegende Erfindung 
somit den Schritt des Zusammenbringens des Tragermolekuls und der 
proteinbindenden therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz 
ex vivo und anschlieBender parenteraler Applikation. Auf diesem Weg kann - 
falls erwiinscht bzw. notwendig - die Selektivitat der therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksamen Substanz fur ein Tragermolekul, 
beispielsweise fur Albumin, verbessert werden. Die Tragermolekule sind 
bevorzugt ausgewahlt aus den genannten, insbesondere Serumproteinen. 
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Die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz, die nach dem 
erfindungsgemaSen Verfahren hergestellt wurde, eignet sich somit zur 
Behandlung von Krebskrankheiten, Viruskrankheiten, 
Autoitnmunerkrankungen, akuten oder chronisch-entziindlichen 
Erkrankungen und/oder Erkrankungen, die durch Bakterien, Pilze oder andere 
Mikroorganismen verursacht werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksame Substanz mit Gehalt an wenigstens einem 
Wirkstoff, die dadurch gekennzeichnet ist, date sie wenigstens einen 
proteinbindenen Molekulrest aufweist, welcher mit dem Wirkstoff durch 
einen Spacer verbunden ist, wobei der Spacer oder die Bindung zwischen 
Spacer und Wirkstoff pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper 
spaltbar ist unter Freisetzung des Wirkstoffs, wobei der Wirkstoff kein 
Zytostatikum ist. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
diagnostisch wirksame Substanz mit Gehalt an wenigstens einem 
Diagnostikum, die dadurch gekennzeichnet ist, date sie wenigstens einen 
proteinbindenden Molekulrest, welcher mit dem Diagnostikum durch einen 
Spacer verbunden ist, wobei der Spacer oder die Bindung zwischen Spacer 
und Diagnostikum pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper 
spaltbar ist unter Freisetzung des Diagnostikums. Wie oben erwahnt, 
umfaBt das Diagnostikum bevorzugt ein oder mehrere Readionuklide, ein 
oder mehrere Radionuklide umfassende Liganden, ein oder mehrere 
Positronenstrahler, ein oder mehrere NMR-Kontrastmittel, ein oder mehrere 
fluoreszierende Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere Kontrastmittel im 
nahen IR-Bereich. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft einen 
diagnostischen Kit, enthaltend eine erfindungsgemafce proteinbindende 
diagnostisch wirksame Substanz, gegebenenfalls zusammen mit dem 
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Tragermolekul und pharmazeutisch annehmbaren Hilfsstoff en, Tragerstoffen 
und/oder Verdunnungsmitteln, insbesondere ausgewahlt aus den oben 
genannten. Der erfindungsgemafce diagnostische Kit kann bevorzugt zum 
Nachweis der wie oben definierten Erkrankungen oder zum Nachweis von 
Tragermolekulen und/oder deren Verteilung im Organismus verwendet 
werden. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine 
diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit 
gelost wird, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass als diagnostisch 
wirksame Substanz eine Verbindung umfassend ein Diagnostikum und 
wenigstens einen proteinbindenden Molekulrest verwendet wird. Ein 
Diagnostikum kann eine der oben genannten Verbindungen sein, 
beispielsweise ein oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere Radionuklide 
umfassende Liganden, ein oder mehrer Positronenstrahler, ein oder mehrere 
NMR-Kontrastmittel, ein oder mehrere fluoreszierende Verbindung(en) 
oder/und ein oder mehrere Kontrastmittel im nahen IR-Bereich. Das 
Diagnostikum und der wenigstens eine proteinbindende Molekulrest konnen 
auch durch einen Spacer verbunden sein. Hierbei ist es bevorzugt, dass der 
Spacer oder die Bindung, welche die beiden Komponenten verbindet, nicht 
spaltbar ist. Beispiele fur nicht im Korper spaltbare Bindungen, die bei der 
Bindung zur diagnostisch wirksamen Substanz vorliegen konnen, sind 
Amidbindungen, gesattigte bzw. ungesattigte Kohlenstoff-Kohlenstoff- 
Bindungen oder Bindungen zwischen Kohlenstoff und einem Heteroatom, 
-C-X-, wobei X vorzugsweise 0, N, S oder P ist. Eine bevorzugte Bindung 
ist eine Amidbindung. Die Freisetzung der therapeutisch wirksamen 
Substanz ist bevorzugt, da in der Regel der niedermolekulare Wirkstoff mit 
seinem molekularen Target wechselwirken muB, um seine pharmakologische 
Wirksamkeit zu entfalten. Bei diagnostisch wirksamen Substanzen hingegen 
ist eine Freisetzung des Protein gebundenen Diagnostikums nicht unbedingt 
erforderlich, kann aber vorhanden sein. ErfindungsgemaB kann deshalb die 
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diagnostisch wirksame Substanz zusatzlich uber eine nicht im Kdrper 
spaltbare Bindung an das Spacermolekul oder direkt an die proteinbindende 
Gruppe ohne Vorhandensein eines Spacermolekuls SM gebunden sein. 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung naher. 

Beispiel 1 

Herstellung von DOXO-HYD 

Die im folgenden abgebildete pharmakoiogisch aktive Substanz (abgekiirzt 
DOXO-HYD) besteht aus dem Zytostatikum Doxorubicin, aus einer 
Maleinimidgruppe als proteinbindendes Molekul PM und aus^inem 
Phenylacetylhydrazonspacer als Spacermolekul SM. Die Bindung zwischen 
Doxorubicin und dem Spacermolekul SM ist eine saurelabile 
Carboxylhydrazonbindung: 



1 0,51 mg DOXO-HYD werden in 2,0 ml 1 ,2-Propylenglykol durch Schutteln 
gelost und anschlieSend wird diese Losung mit 8,0 ml Phosphatpuffer 
(0.004 M Natriumphosphat, 0.15 M NaCI - pH 6,5) verdunnt und 
homogenisiert (Konzentration von DOXO-HYD in der Tragerflussigkeit » 
1300 //M). Die so hergestellte injizierbare Arzneimittelzubereitung von 
DOXO-HYD wurde Versuchstieren unmittelbar intravenos verabreicht (siehe 
unten). 



H 3 CO 0 HO 





NHj HCI 
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Beisptel 2 

Bindung von DOXO-HYD an Humanplasma 

Nachdem DOXO-HYD in die Blutbahn gelangt, findet eine Bindung an 
Serumproteine statt, vorzugsweise an Serumalbumin, so dalS DOXO-HYD 
u.a. als saurelabiles Albumin-Doxorubicin-Konjugat vorliegt. 

Inkubationsstudien von Humanblutplasma mit DOXO-HYD bei 37 °C zeigen, 
dafc nach einer 5-minutigen Inkubation der Grofcteil von DOX-HYD kovaient 
an Albumin gebunden ist. (A) - im Gegensatz zu freiem Doxorubicin (B). 
Dieser Sachverhalt ist in den untenstehenden Chromatogrammen 
dargestellt. (A und B): 



Fluoreszenzsignal 

U/254nm 


; ^ Albumin 


J Transferrin j 

1 





Sekunden 
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1030 1SD0 
Sekunden 



Hierbei wurde nach erfolgter Inkubation die Piasmaprobe uber eine POROS®- 
20-Anionenaustauschersaule getrennt (Detektion der Proteine bei 254 nm, 
Detektion des Anthrazykiins durch Fluoreszenz). 



Beispiel 3 

Die Wirksamkeit von DOXO-HYD in vivo 

Die unten aufgefuhrten biologischen Daten verdeutlichen die in vivo 
Wirksamkeit von DOXO-HYD im Vergleich zu freiem Doxorubicin: Im 
sogenannten RENCA (renal cell carcinoma)-Modell wurde Doxorubicin und 
DOXO-HYD hinsichtlich der antitumoralen Wirksamkeit bei annahernd 
aquitoxischer Dosis miteinander verglichen {intravenose Therapie 10 Tage 
nach Injektion von etwa 1 Million Nierenkarzinomzellen in der linken Niere). 
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Tiere: Balb/c-Mause, weiblich; Tumor: RENCA, renal cell carcinoma 
(Nierenzellkarzinom) 

Therapie: Tag(d) 10, 13, 17 und 20 intravenose (i.v.), Ende des Versuchs 
d24 



Anzahl der 
Mause 


Substanz 


Dosis 


Durchschnittliche I 
Korpergewichts- 
abnahme (%) 
d 1-24 










I 10 


Kontrolle 






10 


Doxorubicin 


4x10 mmol/kg 


-15 


II 10 


DOXO-HYD 


4 x 20 mmol/kg 


-15 











Die Ergebnisse dieses Versuches sind untenstehend abgebildet. DOXO-HYD 
zeigt eine sehr gute antitumorale Wirksamkeit und erzielt eine deutliche 
Reduktion des Nierentumorvolumens und der Anzahl von Lungenmetastasen 
im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Doxorubicin behandelten Gruppe. 
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Gewicht und Volumen der Nieren und Nierentumoren sowie Anzahl der 
Lungenmetastasen 



1.5- 






















0.5- 












0.0- 


n i 











Nierengewicht Nierenvolumen 




Lungengewicht 



Metastasen 



kein Tumor f^^i Doxorubicin 
4x 10mmol/kg 



CZZ3 Xontroll- 
vehikel 



4 x 2D mmol/kg 



* signifikant zur Kontrollgruppe (Kontrolle) 

+ signifikant zur Gruppe, die Doxorubicin erhielt. 
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Beispiel 4 

Bindung von DOXO-EMHC an Albumin im Humanplasma 

1,6 mg des 6-Maleinimidocapronsaurehydrazon-Derivats von Doxorubicin 
(abgekiirzt DOXO-EMHC) mit untenstehender Strukturformel 



werden in 1 ,0 ml Phosphatpuffer (0, 1 5 M NaCI, 0,004 M Natriumphosphat, 
pH 6,5) bei Raumtemperatur geiost (2000 //M Losung). Werden 250 fj\ 
dieser Losung mit 1,0 ml Humanplasma 30 Sekunden lang bei 37 °C 
inkubiert, und die Probe anschlieSend iiber einen schwachen 
Anionenaustauscher (von POROS®) getrennt, zeigt sich, daS der 
uberwiegende Teil von DOXO-EMHC an Albumin gebunden ist (s. 
untenstehendes Chromatogramm): 




0,10 



fluoreszenz 



Albumin 



30 



0.08 



UV 




0 



20 i. 



10 | 



-0,02 



0 



500 



1000 



1500 



2000 



Sekunden 
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Beispiei 5 

Bindung eines durch MMP9 spaltbares Doxorubicin-Maleinimid-Peptid- 
Derivats (2) an Albumin nach einminutiger Inkubation mit Humanplasma 

Das Doxorubicin-Maleinimid-Peptid-Derivat (2) wurde gemafc folgender 
Reaktionsgleichung hergestellt: 




|DOXO( -c-Gln-Gly-Ala-lle — Gly-Leu-Pro-Gly -nh-c-ch^ 




DMF, HPTU 

N-Methylmorpholin 

Hydroxybenzotriazol 



|-Gln-Gly-Ala-lle — Gly-Leu-Pro-Gly -nh-c-ch; 



9 



NH 2 HCI 



Dabei wird das mit Maleinimidoglycin derivatisierte Octapeptid Gln-Gly-Ala- 
Ile-Gly-Leu-Pro-Gly 1 (Mr 848, hergestellt durch Festphasensynthese durch 
Bachem AG, Schweiz) mit Doxorubicin laut folgender Vorschrift umgesetzt: 



Zu einer leicht triiben Losung von 1 7, 1 mg Doxorubicin in 3 ml DMF werden 
25 mg 1 (als Trifluoracetatsalz) gelost in 500 jj\ DMF, 33,5 mg 0- 
Benzotriazol-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HPTU) gelost 
in 200 jj\ DMF, 11, 9 mg Hydroxybenzotriazofhydrat gelost in 100 /j\ DMF 
und 1 6,2//! N-Methylmorpholin zugegeben, und der Ansatz anschlieSend 1 8 
h lang bei RT im Dunklen geriihrt. DMF wurde am Hochvakuum entfernt und 
der Feststoff in 20 ml Methanol aufgenommen, filtriert und im Vakuum auf 
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1 ml eingeengt. Nach Aufreinigung tiber Kieselgel (Essigester/Methanol 2/1 ) 
wurden 5 mg 2 erhalten. 



Inkubationsstudie mit Humanplasma 

1 ,4 mg 2 (Mr 1 374) werden in 1 ,0 ml Phosphatpuffer (0,1 5 M NaCI, 0,004 
M Natriumphosphat, pH 6,5) bei Raumtemperaturgel6st(1000//m Losung). 
Werden 300 //I dieser Losung mit 1,0 ml Humanplasma 60 Sekunden lang 
bei 37 °C inkubiert, und die Probe anschliefcend uber einen schwachen 
Anionenaustauscher (von POROS®) getrennt, zeigt sich, dafc der 
uberwiegende Teil von 2 an Albumin gebunden ist (s. untenstehendes 
Chromatogramm): 




0 500 1003 15GD 

Sekunden 



Die Peptidsequenz Gln-GIy-Ala-lle-Gly-Leu-Pro-Gly wird von der 
Matrixmetalloprotease MMP9 erkannt und zwischen Isoleucin und Glycin 
gespalten. Dies wurde durch folgenden Versuch gezeigt: 200 ywl einer 100 
fjM Losung des Albuminkonjugats von 2 mit folgender Struktur (abgekiirzt 
HSA-2): 



o 

| DOXO [ -c-Gln-Gly-Ala-lle — Gly-Leu-Pro-Gly-^H-c-CH^Sf S_Cy$3 ^ HSA 
o 6 0 



= Human-Serum-Albumin 
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das durch das in der deutschen Patentanmeldung A1 9926475.9 vom 10. 
Juni 1999 beschriebene Verfahren hergestellt wurde, wurde mit 
Trypsin/Aprotinin aktivierter MMP9 (2 mU von Caibiochem, Deutschfand) 
30 Minuten lang bei 37 °C inkubiert. Die Freisetzung von DOXO-Gln-Gly- 
Ala-lle nach dieser Zeit ist in den untenstehenden Chromatogrammen 
abgebildet. Gezeigt ist das Chromatogramm von HSA-2 bei t = 0 (Trennung 
durch HPLC Ausschlufcchromatographie mit einer Biosil 250 SEC Saule von 
der Firma Biorad, Detektion be\A = 495 nm) und nach einer Inkubationszeit 
mit aktivierter MMP9 von 30 Minuten. 



t = 0 min 



t = 30 min 



HSA-2 



HSA-2 



DOXO-Gln-Gly-Ala-ne 
I 




Beispiel 6 

Bindung von Fluoresceinmaleinimid an Albumin im Humanplasma 
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Nach einer 5-minutigen Inkubation von 250 fj\ einer 100 jl/M 
Fluoresceinmaleinimid-Losung (Phosphatpuffer - 0,15 M NaCI, 0,004 M 
Natriumphosphat, pH 5,0) mit 1,0 ml Humanplasma und anschlieSenden 
Trennung der Probe mittels der AusschluSchromatographie (Superdex® 200, 
Pharamcia), zeigt sich, dafc der uberwiegende Teil des 
Fluoresceinmaleinimids an Albumin gebunden ist (s. untenstehendes 
Chromatogramm): 
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Anspriiche 

Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren 
Arzneimittelzubereitung,enthaltendeinetherapeutischund/oder 
diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren 
Tragerfltissigkeit gelost wird, dadurch gekennzeichnet, daft ais 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz eine 
Verbindung bestehend aus einem Wirkstoff und wenigstens 
einem proteinbindenden Molekiilrest, die durch einen Spacer 
verbunden sind, verwendet wird, worin der Spacer oder die 
Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem Spacer pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaltbar ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der 
Spacer oder die Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem 
Spacer unter Freisetzung des Wirkstoffs oder eines Derivats des 
Wirkstoffs im Korper spaltbar ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
date der Wirkstoff ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein 
immunsuppressivum, ein Virostatikum, ein Antirheumatikum, ein 
Analgetikum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein 
Antimykotikum, ein Signaltransduktionsinhibitor, ein 
Angiogeneseinhibitor oder ein Proteaseinhibitor ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Wirkstoff aus der Gruppe der Anthrazykline, der 
Stickstofflostderivate, der Alkylantien, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxane, 
der Camptothecine, der Podophyllotoxinderivate, der Vinca- 



- 34- 

Alkaloide, der Calicheamicine, der Maytansinoide oder der cis- 
konfigurierten Platin(!l)-Komplexe ausgewahlt ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daG die diagnostisch wirksame Substanz ein 
oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere Radionuklide 
umfassende Liganden, ein oder mehrere Positronenstrahler, ein 
oder mehrere NMR-Kontrastmittel, eine oder mehrere 
fluoreszierende Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere 
Kontrastmittel im nahen IR-Bereich aufweist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS das proteinbindende Molekul eine 
Maleinimidgruppe, eine Haiogenacetamidgruppe, eine 
Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine N- 
Hydroxysuccinimidestergruppe, eine Isothiocyanat-Gruppe, eine 
Disulfidgruppe, eine Vinylcarbonylgruppe, eine Aziridingruppe 
oder eine Acetylengruppe ist, die gegebenenfalls substituiert 
sein kann. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, date der Spacer ein organischer Molekulrest ist, 
welcher eine aliphatische Kohlenstoffkette und/oder einen 
aliphatischen Kohlenstoffring mit 1-12 Kohlenstoffatomen, die 
teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt sein konnen, und/oder 
mindestens einem Aromaten enthalt, welche gegebenenfalls 
substituiert sein konnen. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Bindung zwischen dem Wirkstoff und 
dem Spacer bzw. der proteinbindenden Molekulrest mindestens 
eine Peptidbindung enthalt. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dalS zusatzlich ein Tragermolekul verwendet 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Zusammenbringen des Tragermolekuls mit der therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksamen Substanz ex vivo erfolgt. 

Therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz mit 
Gehalt an wenigstens einem Wirkstoff , dadurch gekennzeichnet, 
daB sie wenigstens einen proteinbindenden Molekulrest 
aufweist, welcher mit dem Wirkstoff durch einen Spacer 
verbunden ist, wobei der Spacer oder die Bindung zwischen 
Spacer und Wirkstoff pH-abhangig, hydrolytisch oder 
enzymatisch im Korper spaltbar ist, wobei der Wirkstoff kein 
Zytostatikum ist. 

Diagnostisch wirksame Substanz mit Gehalt an wenigstens 
einem Diagnostikum, dadurch gekennzeichnet, daft sie 
wenigstens einen proteinbindenden Molekulrest, welcher mit 
dem Diagnostikum durch einen Spacer verbunden ist, wobei der 
Spacer oder die Bindung zwischen Spacer und Diagnostikum 
pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaltbar 
ist. 

Verwendung der therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksamen Substanz gemaS einem der Anspriiche 1 bis 10 zur 
Behandlung von Krebskrankheiten, Viruskrankheiten, 
Autoimmunerkrankungen, akute oder chronisch-entzundliche 
Erkrankungen und Erkrankungen, die durch Bakterien, Pilze oder 
andere Mikroorganismen verursacht sind. 
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Diagnostischer Kit, enthaltend die proteinbindende diagnostisch 
wirksame Substanz nach einem der Anspruche 5 bis 12, 
gegebenenfalls ein Tragermolekul, sowie pharmazeutisch 
annehmbare Hilfsstoffe, Tragerstoffe und/oder 
Verdunnungsmittel. 

Verwendung der diagnostisch wirksamen Substanz nach einem 
der Anspruche 5 bis 10 und 12 oder des diagnostischen Kits 
nach Anspruch 14 zum Nachweis von Krebskrankheiten, 
Autoimmunkrankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen 
Erkrankungen und Erkrankungen, die durch Viren und/oder 
Mikroorganismen verursacht werden und/oder zum Nachweis 
des Tragermolekuis und dessen Verteilung im Organismus. 

Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren 
Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine diagnostisch wirksame 
Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit gelost wird, 
dadurch gekennzeichnet, dass als diagnostisch wirksame 
Substanz eine Verbindung umfassend ein Diagnostikum und 
wenigstens einen Protein-bindenden Molekulrest verwendet 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Diagnostikum und der Protein-bindende Molekulrest durch einen 
Spacer verbunden sind. 

Verfahren nach Anspruch 1 6 oder 1 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Bindung zwischen dem Diagnostikum und dem Protein- 
bindenden Molekulrest oder der Spacer nicht spaltbar sind. 
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Verfahren nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Diagnostikum und der Protein-bindende Molekiilrest durch eine 
Amidbindung miteinander verbunden sind. 
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^ (57) Abstract: The invention relates to a method for producing injectable medicament preparations containing a therapeutically 
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S ( 57 ) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung injizierbarer Arzneimittelzubereitungen, enthaltend 
eine therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz, die aus einem Wirkstoff , einem Spacermolekiil und wenigstens einem 

O proteinbindenden Molekiil besteht und nach dem Zusammenbringen mit dem Korper iiber das proteinbindende Molekul kovalent an 
Korperflussigkeits- oder Gewebebestandteile bindet, so dass eine Transportform des Wirkstoffs vorliegt, der pH-abhangig, hydroly- 

^ tisch oder enzymatisch im Korper unter Freisetzung des Wirkstoffs spaltbar ist. 
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